19 JAM 21 



R' E PUBIIQUE FRA N /C V ^A I 





IN3TITUT 
NATIONAL DS 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



0 0 4 8 




BREVET D' IN VENT I O 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 

BEST AVAILABLE COPY 
COPIE OFFICIELLE 

Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lnstitut 



Fait a Paris, le . 



1 9 FEV . 



DOCUMENT DE PRXORITE 

PRESENTS ou transmis 
CONFORMEMENT A LA 
R^GLEl7.1.a)OUb) 



Pour ie Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du Departement des brevets 




1NSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



SIEGE 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 PARIS cedex 08 
TMphone : 33 (0)1 53 04 53 04 
T&copfe : 33 (0)1 53 04 45 23 
wwwJnpl.fr 



Martine PLANCH E 



BREVET D'INVENTION 



26bis, rue de Saint-Petersbourg Code de ta propriete intellectuelle-livreVI 

75800 Paris Cedex 08 

Telephone: 01 53.04.53.04 Telecopier 01.42.94.86.54 REQUfeTE EN DfzLIVRANCE 



DATE DE REMISE DES PIECES: 1 ^ FEV. 2Bl/2 
H' D'ENREGISTREMENT NATIONAL:—. -7 _ 1 v<fc 
DEPARTEMENT DE DEPOT: 0 C ' 
DATE DE DEPOT: jjj|jjp| 

lyon I 4 FEV. 2002 

?. 


Dominique GUERRE 

Cabinet GERMAIN & MAUREAU 

Cabinet GERMAIN & MAUREAU 

12 rue Boileau 

69006 LYON 

France 




|Vos references pour ce dossier: IT/SC/B05B3898FR 



1 NATURE DE LA DEMANDE • 


Demande de brevet | 


2 TITRE DE L'INVENTION 




MetaKocenes bifonctionnalises, precede d'obtention, utilisation pour le marquage de 




molecules biologlques 


3 DECLARATION DE PRIORITE OU 


Pays ou organisation Date N° 


REQUETE DU BENEFICE DE LA DATE DE 




DEPOT D'UNE DEMANDE ANTERIEURE 




FRANCAISE 




4-1 DEMANDEUR 


Nom 


BIO MERIEUX 


Rue 


Chemln de rOrme 


Code postal et ville 


69280 MARCY L'ETOILE 


Pays 


France 


Nationality 


France 


Forme juridique 


Societe anonyme 


N° SIREN 


673 620 399 


Code APE-NAF 


0000 


5A MANDATAIRE 


Nom 


GUERRE 


Prenom 


Dominique 


Qualite 


CPk 921104 


Cabinet ou Societe 


Cabinet GERMAIN & MAUREAU 


Rue 


Cabinet GERMAIN & MAUREAU 




12 rue Boifeau 


Code postal et ville 


69006 LYON 


N° de telephone 


04.7Z69.84.30 


N° de telecople 


04.72.69.84.31 


Courrier electronique 


dominique.guerre@germainmaureau.com 




mtmm. oe 



R6f<§rence EASY : 07407 



1/2 



6 DOCUMENTS ET F1CHIERS JOINTS j 

Description * 

Revendications 

Dessins 

Abrege 

Designation d'inventeurs ! 

□stage des sequences, PDF 

Rapport de recherche a 


-ichierelectronique Pages Details 
jesc.pdf 26 

V 6 25 

1 1 fig.. 3 ex. 

V 2 


7 MODE DE PAiEMENT 

Mode de paiement 

Numero du compte client 

Remboursement a effectuer sur le compte n° 

8 RAPPORT DE RECHERCHE 


Prelevement du compte courant 

332 

332 


Etablissement immediat 

9 REDEVANCES JOINTES 

062 Depdt 

063 Rapport de recherche (R.R.) 

068 Revendication a partir de la Heme 

Tntal £ aca Uitter 


Taux ~ Quantite " Montant a payer 
EURO 35.00 " 1.00 35.00 
EURO 320.00 1.00 320.00 
EURO 15.00 15.00 225.00 
EURO 58000 


10 SIGNATURE DU 0EMANDEUR OU DU 

MAMnATAIDP f\ . — 


Signe paf""^-^^J^ 


Dominique GUERRE 



La loi n'78-17 du*6 janvier 1 978 relative a I'informatique aux fichlers et aux liberies s'appBque , «* reponses fetes a ce formulaire. 
EMe garantit un droit d'acces et de rectifioation pour les dormees vous concernant aupres de I INPI. 



on 



1 



La presente invention concerne le domaine du marquage, notamment de 
molecules biologiques d'interet telles que les oligonucleotides et les peptides. Plus 
particulierement, Pinvention a pour objet de nouveaux metallocenes bifonctionnalises, 
leur precede d'obtention, leur utilisation pour le marquage d' oligonucleotides ou de 
5 peptides, les oligonucleotides et peptides marques ainsi obtenus, ainsi qu'un support 
pour la synthese supportee, fonctionnalise par au moins un metalloc&ie de Pinvention. 

Les metallocenes sont connus en tant que marqueurs d'oligonucleotides 
notamment pour la detection de fragments d'ADN ou d' AKN. 

Ainsi, par exemple, le brevet US 6,211,356 decrit Putilisation d'un 

10 metallocene monofonctionnel presentant la fonction phosphoramidite pour conferer, 
apres couplage, un signal a <ie P ADN et/ou de TARN qui sera alors detectable a Paide 
d'un microscope electronique. L'addition du metallocene a V oligonucleotide, est 
efFectuee de fa?on manuelle et uniquement en bout de chatne. 

La demande de brevet US 6,232,062 decrit des conjugues oligonucleotide- 

15 ferrocene en taint que sonde electrochimique pour detecter une hybridation. Lesdits 
conjugues sont obtenus par synthese supportee a partir d'une uridine modifiee par un 
ferrocene et utilisee comme synthon. Les deux synthons decrits sont une uridine 3'- 
phosphoramidite ayant un ferrocene en position 5 et une uridine 3 '-phosphoramidite 
ayant un ferrocene en position 2\ La production d' oligonucleotides marques par un 

20 ferrocene a 1'aide de cette technique a pour inconvenient un cout eleve du fait de 
Futilisation d'un nucleoside modifie par un ferrocene comme synthon (monomere 
compatible avec la synthese) dont P elaboration est complexe. 

On connaTt de CJ. Yu et al. (J. Org. Chem., 2001, 66, 2937-2942) des 
phosphoramidites modifiees chimiquement comportant un substituant ferrocene en 

25 position T du ribose. Ces phosphoramidites permettent de synthetiser des 
oligonucleotides comportant des ferrocenes a diverses positions, mais les syntheses de 
ces phosphoramidites font appel a des techniques de synthese avec protection et 
deprotection des fonctions amines de Pheterocycle et des autres fonctions OH libres et 
necessitent de proceder dans des conditions permettant de conserver la s&ectivite de la 

30 substitution. 
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Les demandes de brevet WO 00/31750 et WO 01/81446 decrivent des 
ferrocenes bifonctionnalises a titre de sonde electrochimique observable, lesquels 
ferrocenes sont greffes a un polypyrrole d'une part et aun oligonucleotide d'autre part. 
Le couplage du ferrocene a 1' oligonucleotide est realise entre Tester active (N-hydroxy- 
5 phtalimide) du ferrocene et la terminaison NH 2 de V oligonucleotide deja synthetise. Ce 
couplage a pour inconvenients qu'il n'est pas compatible avec la synthese automatisee 
des oligonucleotides et qu'il manque de selectivity (reactions parasites sur les amines des 
bases). 

La synthese supportee de conjugues metallocene/oligonucleotide ou 
10 metallocene/peptide avec les metallocenes utilises dans Tart anterieur est fastidieuse car 
elle necessite la synthese d'un nucleoside modifie par un ferrocene, puis du synthon 
phosphoramidite correspondant. Par ailleurs, le couplage de metallocene sur des 
oligonucleotides ou des peptides n'est pas toujours selectif de sorte qu'il ne peut pas 
€tre automatise sur les synthetiseurs actuels du commerce. 
15 La demanderesse a maintenant decouvert de nouveaux metallocenes 

bifonctionnalises qui permettent de palier les inconvenients dus aux metallocenes de l'art 
anterieur, a savoir qu'ils permettent : 

-une synthese automatisee des conjugues metallocene/oligonucleotide ou 
metallocene/peptide, 

20 - un couplage selectif entre le metallocene et 1' oligonucleotide ou le metallocene et le 
peptide et 

- une amelioration des couts de production desdits conjugues car le synthon utilise est .le 
metallocene en tant que tel et non sous forme de nucl6oside modifie par un metallocene. 

Ainsi, la presente invention a pour objet des metallocenes de formule (I) : 

,Y R 




25 



Me 

— R' 

a) 




dans laquelle 

- Me reprSsente un metal de transition, de preference choisi parmi Fe, Ru et Os, 
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- Y et identiques, sont choisis parmi -(CH 2 ) n -0-, <CH 2 )-0-[(CH 2 ) 2 -0] p - et -(CH 2 ) q - 
C0NH-(CH 2 ) r -O-, ou bien 

- Y est ~(CH 2 ) 3 -NH- et Z est -(CH 2 ) r COO, 

- n est un nombre entier cornpris entre 3 et 6, 
5 - p est un nombre entier cornpris entre 1 et 4, 

- q est un nombre entier cornpris entre 0 et 2 

- r est un nombre entier cornpris entre 0 et 2, 

- s est un nombre entier cornpris entre 2 et 5, 
- 1 est un nombre entier cornpris entre 3 et 6, 

10 - R et R' representent des atomes d'hydrogene ou sont des groupements protecteurs 
utilises dans la synthase des oligonucleotides et des peptides et sont tels que definis ci- 
apres : 

(i) iorsque Z et Y sont choisis parmi -(CH 2 ) n -0-, -(CH 2 )-0-[(CH 2 ) 2 -0] p - et \ 
-(CH 2 ) q -CONH-(CH 2 ) r -0-, R est un groupement susceptible de laisser un groupement « 

15 hydroxyle libre apres deprotection, de preference un groupement photolabile., 1© ft 
monom6thoxytrityle, le dimethoxytrityle, le te/7-butyldimethylsilyle, Facetyle ou le i 
trifluorbacetyle, et R' est un groupement phosphore susceptible de reagir avec un 
groupement hydroxyle libre, de preference un groupement phosphodiester, 
phosphoramidite ou H-phosphonate et 

20 (ii) Iorsque Y est -(CH 2 ) S -NH- et Z est -(CH 2 ) r COO-, R represente un 

groupement protecteur des amines, de preference le 9-fluorenyloxycarbonyle, le tert- 
butoxycarbonyle ou le benzyloxycarbonyle, et R' represente un atome d'hydrogene. 

Un autre objet de Pinvention consiste en un precede de preparation d'un 
metallocene de Finvention, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

25 (i) Iorsque Z et Y sont choisis parmi -(CH 2 ) n -0-, -(CH 2 )-0-[(CH 2 ) 2 -0] p - et -(CH 2 ) q - 
C0NH-(CH 2 ) r -O- : 

- une etape de protection d'un des groupements hydroxyle d'un compose de 
formule generate (II) : 




Y 1 — OH 



Me 

-OH 

(D) 




dans laquelle Y' et Z\ identiques, sont choisis parmi -(CH 2 )„-, 
-(C^-O-KCH^-O],,-!-^^- et -(CH 2 ) q -CONH-(CH 2 V, n, p, q et r etant tels que 
5 definis dans les revendications precedentes, 

par fixation d'un groupement susceptible de laisser un groupement hydroxyle libre apres 
deprotection, de preference choisi parmi un groupement photolabile, le 
monomethoxytrityle, le dimethoxytrityle, le ter^butyldimethylsilyle, l'acetyle et Ie 
trifluoroac6tyle, et 

10 - une etape de condensation, sur l'autre groupement hydroxyle laisse libre, d'un 

groupement phosphore susceptible de reagir avec un groupement hydroxyle libre, de 
preference choisi parmi les groupements phosphodiester, phosphoramidite et H- 
phosphonate ; et 

(U) lorsque Y est -(CH 2 ) S -NH- et Z est -(CH 2 ) t -COO- : 
15 - une etape de protection du groupement NH 2 d'un compose de formule g6nerale 

an) : 

Y" — NH 2 




Me o 

r-c' 




oh (m) 



dans laquelle 
20 - Me est tel que defini precedemment, 
-Y" est -(CH 2 ) S - et 
-Z" est-(CH 2 ) r , 

- s et t etant tels que definis precedemment, 
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par fixation d'un groupement susceptible de laisser une fonction amine libre apres 
deprotection, de preference choisi parmi le 9-fluorenyloxycarbonyle, le tert- 
butoxycarbonyle et le benzyloxycarbonyle. 

Un autre objet de Pinvention consiste en un (bis)hydroxymetallocene de 
5 formule generate (II) telle que decrite ci-dessus. 

Un autre objet de Pinvention consiste en un proc^de de marquage : 

- d'un oligonucleotide par un metallocene bifonctionnalise de formule (I), dans laquelle 
Y et Z, identiques, sont choisis parmi -(CH 2 )„-0-, KCH 2 )-0-[(CH 2 ) 2 -0] p - e t -(CH 2 ) q - 
CONH-(CH 2 ) r -0-, comprenant la substitution d'un ou plusieurs synthons de nucleotides 

10 par un ou plusieurs desdits metallocenes de formule (I) dans le cycle de synthese dudit 
oligonucleotide, et 

- d*un peptide par un metallocene bifonctionnalise de formule (I), dans laquelle Y est 
-(CH 2 ) S -NH- et Z est -(CH 2 ) t -COO-, comprenant la substitution d'un ou plusieurs 
synthons decides amines par un ou plusieurs desdits metallocenes de formule (I) dans le } 

15 cycle de synthese dudit peptide, £ 

ainsi que les oligonucleotides et les peptides ainsi marques. 

Enfin, un dernier objet de Pinvention consiste en un support de synthese 

d' oligonucleotides ou de peptides, fonctionnalise en surface par au moins un 

metallocene de formule (I) de Finvention, respectivement 
20 Avant de detailler Pinvention, on definit ci-apres certains termes utilises 

dans la description et les revendications. 

Le terme « oligonucleotide » designe un enchainement d'au moins 2 

nucleotides (desoxyribonucleotides ou ribonucleotides, ou les deux), naturels ou 

modifies, susceptibles de s'hybrider, dans des conditions appropriees d'hybridation, aveo 
25 un oligonucleotide au moins partiellement complementaire. Par nucleoside, on entend un 

compose organique consistant en une base purine ou pyrimidine liee a un ose (ribose ou 

deoxyribose). Par nucleotide, on entend un compose organique consistant en une base 

purine ou pyrimidine liee a un ose (ribose ou deoxyribose) et a un groupe phosphate. 

Par nucleotide modifie, on entend par exemple un nucleotide comportant une base 
30 modifiee et/ou comportant une modification au niveau de la liaison internucleotidique 

et/ou au niveau du squelette. A titre d'exemple de base modifiee, on peut citer Pinosine, 
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la methyl-5-desoxycytidine, la dimethylaimno-5-desoxyuridine, la diamino-2,6-purine et 
la bromo-5-desoxyuridine. Pour illustrer une liaison intemucleotidique modifiee, on peut 
mentionner les liaisons phosphorothioate, N-alkylphosphoramidate, alkylphosphonate et 
alkylphosphotriester. Les alpha-oligonucleotides tels que ceux decrits dans FR-A- 
2 607 507 et les PNAqui font I'objet de l'article de M. Egholm et al., J. Am. Chem. Soc. 
(1992), 114, 1895-1897, sont des exemples d' oligonucleotides constitues de nucleotides 

dont le squelette est modifie. 

Le terme « peptide » signifie notamment tout enchancement d'au moins 
deux acides amines, tels que proteine, fragment de proteine, oligopeptide qui a ete 
extrait, separe, isole ou synthetise, comme un peptide obtenu par synthese chimique ou 
par expression dans un organisme recombinant. Sont inclus aussi tous les peptides dans 
la sequence desquels un ou plusieurs acides amines de la serie L sont remplaces par un 
ou plusieurs acides amines de la serie D, et vice-versa ; tout peptide dont l'une au moins 
des liaisons CO-NH est remplacee par une liaison NH-CO ; tout peptide dont l'une au 
moins des liaisons CO-NH est remplacee par une liaison NH-CO, la chiralite de chaque 
residu aminoacyle, qu'il soit implique ou non dans une ou plusieurs desdites liaisons CO- 
NH, etant soit conservee, soit inversee par rapport aux residus aminoacyle consutuant 
un peptide de reference (ou immunoretroides) ; et tout mimotope. 

Pour illustrer les diverses classes des peptides concernes, on peut 
mentionner les hormones adrenocorticotropiques ou leurs fragments, les analogues 
d'angiotensine et leurs inhibiteurs, les peptides natriuretiques, la bradykinine et ses 
d6riv& peptidiques, les peptides chimiotactiques, la dynorphine et ses derives, les 
endorphines et leurs derives, les encephalines et leurs derives, les inhibiteurs d'enzyme, 
les fragments de fibronectine et leurs derives, les peptides gastrointestinaux, les peptides 
25 opioides, l'oxytocine, la vasopressine, la vasotocine et leurs derives, les proteines kinase. 

Les metallocenes de Tinvention sont utiles en tant que synthon pour la 
preparation de derives d'haptenes ou toutes autres molecules qui peuvent 6tre 
synthetisees. 

En particulier, les metallocenes de Tinvention sont utiles dans la synthese 
30 supportee des oligonucleotides et des peptides. lis permettent le marquage 
d'oligonucleotides ou de peptides synthases de facon tres selective du fait des deux 
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fonctions particulteres qu'ils possedent, a savoir deux fonctions hydroxyle telles que 
montrees dans la formule (II) pour la synthese supportee des oligonucleotides, ou bien 
une fonction amine et une fonction acide telles que montrees dans la formule (III) pour 
la synthese supportee des peptides. 
5 Dans le cas de la synthese supportee des oligonucleotides, les bras 

espaceurs fonctionnalises Y et Z tels qu'indiques dans la formule (I) possedent chacun 
une fonction oxy dormant une fonction hydroxyle apres deprotection et Y et Z sont 
choisis parmi -(CH 2 ) n -0-, -(CH 2 )-0-[(CH 2 )2-0] p - et -(CH 2 VCONH-(CH 2 VO-. 

Selon un mode de realisation de Pinvention, Y et Z sont chacun 
10 -(CH 2 ) ft - O-, n etant egal a 3 . 

Selon un autre mode de realisation, Y et Z sont chacun 
<CH 2 )-0-[(CH 2 ) 2 -0] p -, p etant egal a 2. 

Dans le cas de la synthese supportee des peptides, les bras espaceurs 
fonctionnalises Y et Z tels qu'indiques dans la formule (I) possedent soit une fonction 
15 amide donnant une fonction amine apres deprotection, soit une fonction acide et sont 
choisis parmi -(CH 2 ) S -NH- et -(CH 2 ) t -COO-, &ant entendu que Y et Z ne peuvent pas 
etre identiques. 

Selon un mode de realisation de Pinvention, s est egal a 3 et t est egal a 4. 
Le m&al de transition Me utilise dans les metallocenes de formule (I) de 
20 Tinvention peut etre tout metal de transition. De preference, il est choisi parmi Fe, Ru et 
Os. 

Selon un mode de realisation de Tinvention, Me est le fer. 

Les groupements protecteurs utilises dans la synthese des oligonucleotides 
et des peptides sont tout groupement classiquement connu de Phomme du metier. lis 
25 sont decrits par exemple dans Solid Phase Synthesis, A practical Guide, Steven A. 
Kates, Fernando Albericio, Ed Maral Dekker, 2000. 

Dans le cas d'un metallocene de Pinvention utile comme synthon dans la 
synthese des oligonucleotides, Pun des groupements protecteurs doit etre un 
groupement phosphore capable de reagir soit avec un hydroxyle libre en 5' ou en 3' du 
30 nucleotide precedent dans la mesure ou le metallocene de Pinvention est place apres un 
nucleotide, soit avec un hydroxyle deprotege du metallocene precedent dans la mesure 
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ou 1» oligonucleotide comporte plusieurs metallocenes a la suite, soit avec un hydroxyle 
libre d'un autre compose chimique pouvant servir par exemple de bras espaceur, tel que 
le poly(oxyde Methylene). Les exemples de tels groupements protecteurs phosphores 
comprennent les groupements phosphodiester, phosphoramidite et H-phosphonate, ainsi 
que leurs derives. 

L'autre groupement protecteur du metallocene doit etre capable de laisser 
un groupement hydroxyle libre aprds deprotection pour reagir soit avec un phosphore 
reactif (phosphodiester, phosphoramidite, H-phosphonate) du nucleotide suivant dans la 
mesure ou le metallocene est place avant un nucleotide, soit avec un phosphore reactif 
du metallocene suivant dans la mesure ou au moins deux metallocenes se suivent. Atitre 
d'exemple de ce type de groupement protecteur, on peut citer les groupements 
photolabiles, le monomethoxytrityle, le dimethoxytrityle, le /ert-butyldimethylsilyle, 

l'acetyle et le trifluoroacetyle. 

A titre d'exemples de groupement photolabile, on peut citer le 6- 
nitroveratryle, le 6-nitropiperonyle, le methyl-6-nitroveratryle, le nitroveratrylcarbonyle, 
le methyl-6-nitropiperonyle, le nitrobenzyle, le nitrobenzyloxycarbonyle, le 
dimethyldimethoxybenzyle, le dimethyldimethoxybenzyloxycarbonyle, le 5-bromo-7- 
nitroindolinyle, l'hydroxy-a-methylcinnamoyle, le 2-oxymethylene anthraquinone, le 

pirenylmethoxycarbonyle. 

Des exemples de groupement protecteur des amines comprennent le 9- 
fluor6nyloxycarbonyle, le ferf-butoxycarbonyle et le benzyloxycarbonyle. 

Les metallocenes de l'invention sont prepares par un procede necessitant 
une ou deux etapes permettant d'obtenir les groupements protecteurs souhaites sur les 
bras espaceurs fonctionnalises appropries. 

Ainsi, la presente invention a egalement pour objet un procede de 
preparation d'un metallocene de Tinvention, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

(i)lorsque Z et Y sont choisis parmi -(CH 2 ) n -0-, -(CH 2 )-0-[(CH 2 ) 2 -0] p - et -(CH 2 ) q - 
CONH-CCHzVO- : 

) -une etape de protection d'un des groupements hydroxyle d'un compose de 

formule generate (II) : 
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dans laquelle Y* et Z\ identiques, sont choisis parmi -(CH 2 V, 
-(CH 2 )-0-[(CH 2 )2-0]p.i-(CH 2 )2- et -(CH 2 ) q -CONH-(CH 2 V, n, p, q et r etant tels que 
definis dans les revendications precedentes, 

par fixation d'un groupement susceptible de laisser un groupement hydroxyle libre apres 
deprotection, de preference choisi parmi un groupement photolabile, le 
monomethoxytrityle, le dimethoxytrityle, le ter/-butyldimethylsilyle, Pacetyle et le 
trifluoroacetyle, et 

- une etape de condensation, sur l'autre groupement hydroxyle laisse libre, d'un ^ 
groupement phosphore susceptible de reagir avec un groupement hydroxyle libre, de] 
preference choisi parmi les groupements phosphodiester, phosphoramidite et H-' 
phosphonate ; et 

(ii) lorsque Y est -(CH 2 ) 5 -NH- et Z est -(CH 2 ) r COO- : 

- une etape de protection du groupement NH 2 d'un compost de formule generate 

(HI): 




dans laquelle 

- Me est tel que defini precedemment, 

- Y" est -(CH 2 ) S - et 

- Z" est -(CH 2 ) r , 

- s et t etant tels que definis precedemment, 
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par fixation d'un groupement susceptible de laisser une fonction amine libre apres 
deprotection, de preference choisi parmi le 9-fluorenyloxycarbonyle, le tert- 
butoxycarbonyle et le benryloxycarbonyle. 

L'etape de protection d'un des groupements hydroxyle d'un compose de 
formule generate (II) par un groupement protecteur capable de laisser un groupement 
hydroxyle libre apres deprotection, tel qu'un groupement photolabile, le 
monomethoxytrityle, le dimethoxytrityle, le fert-butyldimethylsilyle, l'acetyle et le 
trifluoroacetyle, est efFectuee dans des conditions bien connues de l'homme du m6tier 
telles que decrites dans Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry (Volume 1), John 

Wiley & Sons, Inc., NY 1999. 

De mSme, l'etape de condensation, sur 1'autre groupement hydroxyle laisse 
libre du compose de formule (II), d'un groupement protecteur phosphore tel qu'un 
groupement phosphodiester, phosphoramidite ou H-phosphonate est efFectuee dans des 
conditions bien connues de 1'homme du metier telles que decrites dans Current. 
Protocols in Nucleic Acid Chemistry (Volume 1), John Wiley & Sons, Inc., NY 1999 et. 
dans Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Synthesis ans Properties, Ed. Sudhir 
Agrawal, Methods in Molecular Biology, Humana Presse, 1993 . 

Les composes de formule (II) sont de nouveaux composes qui constituent 

un autre objet de l'invention. 

Selon un mode de realisation prefere, les composes de formule (II) 
possedent au moins Tune des caracteristiques suivantes : 

- Me est le fer, et 

- Y' et Z' sont chacun -(CH 2 ) n -, n etant egal a 3 ou bien Y' et Z' sont chacun 
-(CH 2 )-0-[(CH 2 )2-0] p - 1 -(CH 2 )2-, p etant egal a 1. 

Les composes de formule (II) peuvent etre obtenus de differentes facons 
selon la nature du bras espaceur Y' et Z'. 

Pour obtenir un metallocene avec -(CH 2 )„- comme bras espaceurs, on 
greffe des fonctions aldehyde sur un metallocene, puis on fait reagir le compose ainsi 
obtenu avec un diethylphosphonoalkylate d'ethyle approprie pour obtenir un l,l'-bis[(2- 
) ethyloxycarbonyl)alcenyl]metallocene, puis on effectue deux etapes de reduction pour 
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reduire d'une part la double liaison, puis pour liberer l'alcool primaire, comme indique 
ci-dessous : 



CHO 



Me 



Me 



(C 2 tfeO)2P(OXCH 2 )„C02Et 

2> 




Me 



^7 ^X CH ° 



;=CH^CH 2 )rt.iC02Et 



CH= CB<CH2)rt.iC02Et 




Me 



:CH2k+lC0 2 Et 



(CHzVnCOiEt 



AOJHj 




Me 



JCH&m-OH 



(CH2V+2-OH 



ou Et est l'ethyle et n' est compris entre 2 et 4. 

Pour obtenir un metallocene avec -(CH 2 >0-[(CH2)2-0]p.r(CH 2 ) 2 - comme 
bras espaceurs, 011 fonctionnalise les groupements hydroxyle d'un bis- 
(hydroxymethyl)metallocene en groupements 2-chloroethyl(poly(oxyde d'ethylene)) 
10 appropries en presence d'une base telle que NaOH, puis on convertit le radical chloro en 
iodo, puis en hydroxyle, comme indique ci-dessous : 




NaOH 



OH 



cataiyseur de transfert 
de phase 




Nal 



Acetone 




NaOH 




m 
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ou Ts est le tosyle et p* est un nombre entier compris entre 0 et 3. 

Pour obtenir un metallocene avec -(CH 2 ) q -CONH-(CH 2 )r-0- comme bras 
espaceurs, on traite un l,r-(N-hydroxyphtalimidecarbonylalkyl)m6taUocene approprie, 
tel qu'obtenu selon le mode operatoire decrit dans la demande WOO 1/81446, par de la 
trifluoroacetoxyalkylamine appropriee, puis on convertit le radical trifluoroacetoxy en 
hydroxyle comme indique ci-dessous : 

.(CH2)q-COONHP _^^(CHz)q -CO-NH-(CH 2 VO^O-CF3 

NHi-(CH2) r -O.C(0>CF3 * *~ 

Me ^ Me 



I NI^-CCH2) r -O.C(0>CF3 * 
Me ^ Me 



(CHz)q -CO-NH-(CH2)rO-CO-CF3 



Me 

(CHzJq -CO-NH-(CH 2 )rOH 



10 ou q et r sont tels que definis precedemment 



Le compose (III) peut etre produit selon le mode operatoire suivant : 
Un l-/er/-butoxycarbonylaminoalkyl-r-iodometallocene approprie 1 est 
15 mis a reagir avec un iodure organometallique 2, puis, en fin de traitement, la fonction 
acide est liberee pour donner le compose (III), comme indique ci-dessous : 




[CH 2 )t COOH 

(m) 
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ou s et t sont tels que decrits precedemment. 

Le compose 2 peut lui-meme etre obtenu selon la synthese suivante 

Nal 
>> 

Acetone 



5 Le compose 1 peut etre obtenu par reaction de lj'-iodom&allocene 3 avec 

un iodure organometallique 4 comme suit : 




* IMg— (CH 2 ) S — NHBoc KlCi2 



"(CEbk — NHBoc 
Me 



3 4 

comme decrit dans : 

10 a) « Comprehensive organic Synthesis», volume 3, Barry M. Trost and Ian Fleming 
b) «Palladium Reagents and catalysts» Juio Tsuji Wiley & sons 1995 

LModure organometallique 4 peut lui-meme etre obtenu a partir d'un 
iodure d'alkylamine en 2 etapes, comme suit : 

Protection Mg 

I (CH 2 ) S — NH 2 I— (CH 2 ) S — NHBoc ^ IMg— (CH 2 ) S — NHBoc 

B0 2 ouTHF 

4 

15 ou s est tel que decrit precedemment, 

comme decrit dans « Protective groups in Organic Chemistry » Greene - Wuts, Third 

edition, Wiley Interscience. 

Enfin, le l,l'-iodometallocene 3 peut lui-meme etre obtenu selon le mode 

operatoire suivant, comme decrit dans Particle D. Guillaneux, H. B. Kagan, J. Org. 
20 Chem. 1995, 60, 2502-2505. 
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SnBm 

l°)RLi ^ 
Me >• 





2°)nBu^iCl X_ „ nB( ^ CH2CI2 




Les metallocenes de fonnule (1) ainsi obtenus peuvent alors etre utilises 
pour le marquage, notamment de molecules biologiques d'interet telles que les 
oligonucleotides et les peptides au cours de leur synthese supportee. 

Ainsi, un autre objet de l'invention consiste en un procede de marquage 
d'un oligonucleotide ou d'un peptide par un metallocene bifonctionnalise de formule (I) 
de l'invention, lequel procede cotnprend la substitution d'un ou plusieurs synthons de 
nucleosides ou d'acides amines par un ou plusieurs desdits metallocenes de formule (V) 
dans le cycle de synthese dudit oligonucleotide ou dudit peptide. 

Dans le cas de la synthese des oligonucteotides, on utilise un ou plusieurs 
metallocenes de fonnule (I), dans laquelle Y et Z, identiques, sont choisis parmi -(CH 2 )„- 
O-, -(CH 2 )-0-[(CH 2 ) 2 -0] p - et -(CH 2 ) q -CONH-(CH 2 ) r -0-. 

Dans le cas de la synthese des peptides, on utilise un ou plusieurs 
metallocenes de formule (I) dans laquelle Y est -(CH 2 ) 8 -NH- et Z est -(CH 2 >COO-. 

La substitution des synthons de nucleosides ou d'acides amines par des 
metallocenes de l'invention peut etre realisee sur les synthetiseurs actuels a n'importe 
quelle position de la chalne. Selon un mode de realisation de l'invention, la substitution 
remplit au moins l'une des conditions suivantes : 

- elle est effectuee en positions 3' ou 5' dans le cas des oligonucleotides ou aux 
extremites C-terminale ou N-terminale dans le cas des peptides et 

- il y a au moins deux substitutions consecutives. 

La substitution peut etre mise en oeuvre facilement par l'homme du metier 
car elle consiste uniquement a remplacer un nucleotide ou un acide amine par un 

metallocene de l'invention. 

Ainsi, par exemple, dans le cas du cycle de condensation phosphoramidite 
tel que represente sur le schema 1 ci-dessous, l'un quelconque des nucleotides de cette 
chame, ou plusieurs, peut ou peuvent etre remplace(s) par un ou plusieurs metallocenes 
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de formule (I) dans laquelle Tun des groupements protecteurs R ou R* est un 
phosphoramidite. 
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Schema 1 

Cycle de condensation phosphoramidite 



DMTr-O 




(n-1) cycles 



DMTr-O 



cnch 2 ch 2 o— P— o 



P— O— , B t 



I" 

support 



A 



(4) Qxvdation 

lode (0,5% p/v), lutidine (0,5% p/v) 
dans THF 9/H 2 0 1 - 1 minutes 



1! 



n) 5'-Q detritvlation 
acide trichloroacetique 
2% dans CH2CI2 
2 minutes 



Lavage 

Acetonkrile 

- 30 secondes 

frm Capping 
anhydride acetique + DMAP 

- 3 minutes 

^ Lavage 
acetonitrile 

- 30 secondes 



HO — I Bi 



DMTr-O — 1 B 2 
I 



CNCH 2 CH 2 0— P— O 



(2) Couplage 
dans l'acetonitrile 
anhydre - 1 




B, 



i 



Lava ge, sechage 
rincage avec acetonitrfle 
1 * - 30 secondes 




DMTr-O 



1 MZ 



B 2 



cnch 2 ch 2 o— P— n; 



H 
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Selon un autre exemple, dans le cas du cycle en s&ie « H-phosphonate » 
tel que represents sur le schema 2 ci-dessous, Tun quelconque des nucleotides de ce 
cycle, ou plusieurs, peut ou peuvent etre remplace(s) par un ou plusieurs metalloc&nes 
de formule (I) dans laquelle Tun des groupements protecteurs R ou R* est un H- 
5 phosphonate. 



Schema 2 
Cycle en serie « H-phosphonate » 



10 




De meme, selon un autre exemple, dans le cas du cycle de condensation 
« phosphotriester » tel que represents sur le schema 3 ci-dessous, Pun quelconque des 
nucleotides de ce cycle, ou plusieurs, peut ou peuvent 6tre remplace(s) par un ou 
15 plusieurs metallocenes de formule (I) dans laquelle Tun des groupements protecteurs R 
ou R' est un phosphodiester. 
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Schema 3 

Cycle de condensation phosphotriester 



(n-1) cycles 
pour un oligonucleotide dj 

bases delong 



DMTr-O 




Lavage 

Acetonitrite 
-30 secondes 

i i (3) Capping : (ac6tylation) 
anhydride acetique + DMAP 
- 3 minutes 



^ Lavage 
acetonitrile 
- 30 secondes 




CICeRjO— P— O 
O 




(2)Couplage 
dans Facetonitrile 
anhydre -3 minutes 



M.S.C1 



(l) S'-O detritvlation 

acide trichloroacetique 

2% dans Cl^Cfe 
u - 2 minutes 



HO 



O- 




o 



I 



Lava ge, sechage 
rintage avec acetonitrile 
anhyare - 30 secondes 




DMTr-O 



?2 



I Xj 

o 

OC^Cl 



N 
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De meme, Phomme du metier pourra facilement remplacer un ou plusieurs 
acides amines par un ou plusieurs metallocenes de Tinvention au cours de syntheses de 
peptides connues, telles que la synthese selon la chimie du BOC (fer/-butoxycarbonyle) 
ou du FMOC (9-fluorenyloxycarbonyle). 

Les oligonucleotides et peptides tels que marques par les metallocenes de 
Tinvention sont nouveaux et constituent un ^utre objet de Tinvention. 

Comme precedemment, les oligonucleotides sont marques avec un ou 
plusieurs metallocenes issus de metallocenes de formule (I), dans laquelle Y et Z, chacun 
independamment, sont choisis parmi <CH 2 )„-0-, -(CH 2 )-0-[(CH 2 )2-0]p» et -(CH 2 ) q - 
C0NH-(CH 2 ) r -O-, et les peptides sont marques avec un ou plusieurs metallocenes issus 
de metallocdnes de formule (I) dans laquelle Y est -(CH 2 ) S -NH- et Z est -(CH 2 ) r COO-. 
Les metallocenes de formule II de Tinvention sMntegrent dans les sequences 
d'oligonucleotides de faQon a remplacer, d'un point de vue chimique, les nucleosides 
dans lesdites sequences. De fa?on similaire les metallocenes de formule III s'integrent 
dans les sequences des peptides db fa9on a remplacer, d'un point de vue chimique les ' 
acides amines dans lesdites sequences. 

Selon un mode de realisation prefere, les oligonucleotides ou peptides de 
rinvention component au moins un metallocene de Tinvention en positions 3' ou 5\ ou 
bien aux extremites C-terminale ou N-terminale, respectivement. 

Dans le cas ou on vise a obtenir un oligonucleotide marque en position 3', 
on peut utiliser un support solide sur lequel est greffe au moins un metallocene de 
Tinvention, par reaction covalente de Tune de ses extremites fonctionnalisees. Ce 
complexe support-metallocene(s) constitue un autre objet de Tinvention. 

A titre de support, on peut utiliser le support ci-dessous LCAA-CPG 
(Long Chain alkylamine controlled Pore Glass) qui est classiquement utilise en synthese 
oligonucteotidique. 
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Le greffage du ou des metallocenes de I'invention sur le support peut etre 
effectue par exemple selon le mode operatoire suivant : 




DCC 



HO-<^^-N02 




O-Dmir 



av) 



Q_y~~f~^^°^ °-y 



(IV) 



OAs 




ou Dmtr est le dimethoxytrityle, DMAP est la dimethylaminopyridine, 
DCC est le dicyclohexylcarbodiimide, 

comme decrit dans Matteucci & Caruthers, J. Am. Chem. Soc, 1981, 103, 3185-3191. 

La presente invention sera mieux comprise a I'aide des exemples suivants 
10 qui font reference a la figure 1 annexee representant le profil HPLC d'un oligonucleotide 
de I'invention presentant un ferrocene de invention en position 3', et qui sont donnes a 
titre illustratifs uniquement et non a titre limitatifs. 
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Exemple 1 : Synthese du l-[3-0-dtm&hoxvtri^ 
diisopropylphosphoramiditvnpropvllferrocene 6 



o 




5 1.1 Svnthesedu Kl'-bisfonnylferrocene 1 

On a traite 1 g (5,37 mraol) de ferrocene dissous dans 12 mL d* ether ethylique 
anhydre par 7,2 mL (11,56 mmol) de wBuLi (solution 1,6 M dans Thexane) et par ajout 
de 1,74 mL (11,56 mmol) de N, N, N\ NM&ramethylethylene diamine. On a laisse la 
reaction sous argon et sous agitation pendant 20 heures a temperature ambiante. On a 
10 ajoute 1,33 ml (17,20 mmol) de DMF & -78°C. Apres 2 heures d'agitation a ~78°C, on 
a hydrolyse la melange reactionnel (15 mL d'eau). On a extrait la phase aqueuse au 
dichloromethane (3x15 mL), On a seche la phase organique resultante sur MgS0 4 puis 
on l'a concentre. On a purifie le residu sur gel de silice avec un melange pentane-acetate 
d'ethyle (50:50). 

15 On a obtenu 0,62 g (2,56 mmol, 48%) du compose 1 sous la forme d'une pate 

matron. 
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RMN *H (CDCU) : 4,62 (d, J = 9 Hz, 4H, HzHs-HrHsO i 4,83 (d, J - 8,7 Hz, 4H, HjIL- 
HX.H4-) ; 9,89 (in, 2H, 2CHO). 

RMN n C (CDCI3) : 70,9 (C 2 C 5 ) ; 74,20 (C3C4) ; 80,4 (C,) ; 192,9 (C 6 ). 
5 SM : 185 (60) ; 243 (M~, 95). 



1 9. Synthase du I.l'-bisfr2-6thv1 o>cvcarbonvnethenvnferrocene 2 

Dans un ballon tricol de 50 mL muni d'un refrigerant et sous argon, on a 
introduit 0,094 g (4,08 mmol) de sodium et 25 mL d'ethanol absolu. Apres 
10 consommation totale du sodium, on a refroidi la solution a 0°C, puis on a ajoute 0,809 
mL (4,08 mmol) du diethylphosphonoac&ate d'&hyle et 0,470 g (1,94 mmol) de 
ferrocene l,l'-carboxyaldehyde I prealablement dissous dans 10 mL d'ethanol absolu. 

Apres retour a temperature ambiante et evaporation, on a purine le residu sur gel 
de silice avec un melange cyclohexane-acetate d'ethyle (95 : 5). 
15 On a obtenu 0,560 g (1,46 mmol, 75%) du compose 2 sous la forme de cristaux 

rouges. 

RMN 'H (CDC1 3 ) : 1,26 (t, J=7,15 et J=7,12 Hz, 6H, H9H10H1 i-HyHurHir) ; 4,15 (q, 
J=7,14 et J=7,ll Hz, 4H, H 7 H8-H 7 .H 8 0 ; 4,31 (m, 4H, H2H3-H2.H3O ; 4,38 (m, 4H, 
20 H^-HrHUO ; 5,91 (d, J=15,80 Hz, 2H, Hs-H*-) ; 7,33 (d, J=15,79 Hz, 2H, H s -Hs). 

RMN ,3 C (CDCU) : H,2 (C 10 ) ; 60,1 (C 9 ) ; 69,7 (C 2 C 5 ) ; 72,2 (C3C4) ; 79,9 (d) ; 116,2 
(C 7 ); 143,7 (Cs); 166,9 (Cg). 
SM:382 (NT, 85). 

25 1 .3 Svnthese du 1 r-bisrr2-ethvloxvc3 rhnny1)ethvnferrocene 3 

Dans un ballon de 100 mL, on a introduit 0,400g (1,05 mmol) de compost 2, 
0,100 g (0,94 mmol) de palladium sur charbon (Pd/C a 10%) et 40 mL d'acetate 
d'ethyle. La solution a soigneusement ete degazee par bullage d'un flux d'argon 
(environ 30 minutes). On a mis a buller de l'hydrogene contenu dans un ballon de 
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baudruche jusqu'a saturation de la solution. On a dispose un ballon de baudruche remplt 
d'hydrogene au dessus du montage. On a alors agite le melange reactionnel 
vigoureusement pendant 48 a 72 heures. 

Apres filtration et concentration, on a obtenu 0,400 g (1,03 mmol, 99%) du 
5 compost 3 sous la forme d'une huile jaune. 

RMN l H (CDC1 3 ) : 1,19 (t, J=7,15 et J=7,12 Hz, 6H, H a Hi2Hi3~H ir H 12 H 13 ) ; 2,43 (m, 
4H, H 7 H8-H r H 8 0 ; 2,57 (m, 4H, U 5 Trk-U 5 U^) ; 3,64 (s, 8H, H^HsH^H^^-Hr) ; 
4,06 (q, J=7,13 et J-7,1 5 Hz, 4H, H 9 H 10 -H 9 >HioO. 

10 

1.4 Svnthese du l.r-bis(3-hydroxypropynferrocene 4 

Dans un ballon tricol muni d'un refrigerant, sous agitation et sous argon, on a\, 
introduit 0,140 g (3,70 mmol) d > AlLiH4. A 1'aide d'une seringue, on a ajoute 7 mL> 
d'ether ethylique anhydre. On a ajoute goutte a goutte 1,43 g (3,70 mmol) d' ester 3:1 

15 dissous dans 9,5 mL d'ether ethylique anhydre de maniere a maintenir un reflux * 
constant. Le melange a pris un aspect visqueux necessitant F addition de 15 mL de THF 
rigoureusement anhydre afin de faciliter la solubilisation des composes. On a controle la 
reaction par CCM (elution : cyclohexane-acetate d'ethyle (80 : 20)). Au bout de 40 
minutes d'agitation, on a decompose Fexces de lithien par addition lente d'eau (15 mL) 

20 tout en maintenant Pagitation. On a observe la formation d*un precipite blanc de lithine. 
Apres filtration, on a extrait la phase aqueuse a Tether ethylique (2x25 mL). On a 
combine les phases organiques, on les a sechees sur MgS0 4 puis on les a concentrees. 

On a recueilli 0,810 g (2,68 mmol, 72%) du compose 4 sous la forme d'une huile 

jaune. 

25 

RMN X H (CDCI3) : 1,54 (m, 4H, H 7 H 8 -H7>H 8 0 ; 2,12 (t, J=7,81 et J=7,08 Hz, 4H, 
HsHs-Hs'H*.) ; 3,43 (t, J=6,12 Hz, H 9 H,o-H 9 « 10 0 ; 3,89 (m, 8H, H1H2H3H4- 
Hi»H2*H3»H4»). 

RMN 13 C (CDCb) : 25,7 (C 6 ) ; 34,1 (C 7 ) ; 62,3 (C 8 ) ; 69,0 (C 2 Cj) ; 64,4 (C 3 C 4 ) ; 70,3 
30 (Ci CrCa Q CsO ; 89,1 (C,). 



m 
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SM : 161 (21) ; 179 (40) ; 302 (M*\ 100). 

1 5 Svnthesedu l^S-n-rfimethoxvtritvlpropvll-r -rS'-hvdroxvnropyllferrocene 5 

Dans un ballon de 25 mL, on a introduit successivement 200 mg (0,662 mmol) 
5 de l,l'-dihydroxypropylferrocene 4 et 16 mg (0,132 mmol) de DMAP. Apr6s 2 
co6vaporations successives par 5 mL de pyridine anhydre, on a repris l'huile obtenue 
avec 5 mL de pyridine anhydre. On a ajoute 247 mg (0,728 mmol) de chlorure de 4,4'- 
dimethoxytrityle et 115 fxL (0,662 mmol) de N,N-ethyldiisopropylamine. On a laisse le 
melange reactionnel sous agitation a temperature ambiante sous flux d' azote. On a suivi 
10 l'avancement de la reaction par CCM (elution: dichloromethane-methanol-TEA 
89:10:1). Apres elution, les plaques ont ete systematiquement revelees dans un melange 
ethanol-acide sulfurique. Apres 4 heures d'agitation a temperature ambiante, on a ajoute 

2 mL de methanol au melange reactionnel, afin de neutraliser le chlorure de 4,4'- 
dimethoxytrityle n'ayant pas reagi. Apres concentration de moitie, on a repris le residu 

15 au dichloromethane (25 mL), on l'a lave avec une solution aqueuse saturee en NaHCOs, 
puis a l'eau (5x25 mL). Apres sechage sur MgS0 4 et concentration, on a fait 
coevaporer le brut par 2x10 mL de toluene, puis on a laiss6 sous vide toute une nuit. On 
a purifie le melange sur gel de silice (prealablement neutralise par de la TEA) avec des 
melanges dichloromethane-methanol de polarite croissante. 

20 On a isole 304 mg (76%) du compose monotrityle 5. Ce dernier se presente sous 

la forme d'une huile orangee. 

RMN X H (acetone D6) : 1,64-1,72 (m, 2H, H r H 8 .) ; 1,75-1,86 (m, 2H, H 7 H 8 ) ; 2,38- 
2,53 (m, 4H, U^-UyJ^ ) ; 3,08-3,14 (t, 2H, H 9 H 10 ) ; 3,52-3,58 (t, 2H, H 9 .H 10 .) ; 3,78, 
25 3,79 (2s, 6H, -OCH 3 ) ; 3,95-3,98 (m, 8H, Hi^HaHU-HrHrHs-IL-) ; 6,82-7,68 (m, 13H, 
Ar). 
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1^ Synthese du 1 43-0-dim&hoxvtritvlpropvn- 1 9 -\3 ^O-fl^cvanoethvl^N.N^ 

diisoprQpy1phnf ;phoramiditvnpropvl]ferrocene6 

Dans un ballon de 25 mL, on a introduit successivement 255 mg (0,42 mmol) du 
compose ferrocene ODMT 5 et 7 mg (0,05 mmol) de DMAP. Apres des corporations 
5 successives par 2x2 mL de pyridine anhydre et 2x2 mL de THF anhydre, on a repris le 
residu par 3 mL de THF anhydre. On a place le melange reactionnel sous flux d'azote, 
puis on a ajoute 147 \xL (0,84 mmol) de N,N-ethyldiisopropylamine en une seule fois. 
On a ajoute alors lentement a la seringue en verre 104 jiL (0,46 mmol) de 2- 
cyano&hyldiisopropylchlorophosphoramidite (Faddition dure environ 10 minutes). 

10 Apres la moitie de Faddition, on a observe la formation d'un precipite. Apres 3h30 
d'agitation a temperature ambiante, on a controle la reaction par CCM (elution : 
pentane-acetate d'ethyle, 70:30). Le phosphoramidite forme etant tres reactif, il ne subit 
pas le traitement classiquement utilise. On a concentre le brut de moitie. La colonne de 
silice (assez courte) a ete montee avec un melange pentane-TEA (0,5%) pour neutralise^ 

15 la silice, puis rincee au pentane pur. Apres depot rapide du brut, le produit a ete elu£ . 
avec un melange pentane-acetate d'ethyle (85:15) en poussant avec de Fargon pour 
accelerer la migration, afin de limiter au maximum le contact du produit avec la silice; 
Apr&s concentration, on a obtenu 190 mg (56%) d'une huile. On a place le produit sous 
vide pendant 12 heures puis on Fa conserve a -20°C. 

20 Avant utilisation de ce produit pour la synthese des ODN modifies, il est 

preferable de verifier la presence eventuelle de produits de degradation par une RMN du 
phosphore et d'effectuer une purification rapide du produit si cela s'avere necessaire. 

RMN 3I P (CD 3 CN) : 148,25 (P). 
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Exemole 2 : Svnthe se d'un oligonucleotide 22mer 3Tc>C7-NH 2 7 

La sequence de FODN 7 est : 
3 , NH 2 -C7-Fc-TGG AAT ACT CAG GTT CCT TAT G 5' 

On a introduit 17 mg de support (2«dimethoxytrityioxymethyi-6- 
30 fluorenylmethoxycarbonylamino-hexane-l-succinoyl)-long chain alkylamino-CPG 1000) 
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fonctionnalise a 59 umol/g (Glen Research, Sterling US) dans une colonne de synthese 
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). On a mis en solution 100 mg de 6 (0.124 
mmol) dans 1,24 mL d'acetonitrile anhydre (AB, France). On a utilise la solution de 6 en 
position 5 d'un synthetiseur AB 394, suivant le meme protocole op6ratoire que pour les 
phosphoramidites commerciaux (A C, G, T). On a effectue la synthese de 
^oligonucleotide 7 avec le programme standard lpM dont 1'etape de couplage des 
phosphoramidites a ete modifiee comme suit : deux prelevements de 3,5 s de la solution 
de phosphoramidite (au lieu d'un prelevement comme dans le programme standard) 
intercales par une pose de 15 s et suivis d'une pose de 25 s. Le rendement global de 
couplage par cycle a ete de 97.5%. Apres traitement de la CPG a rammoniaque aqueuse 
30% (55°C pendant 16 h), on a concentre le surnageant au Speed Vac. On a repris le 
culot dans lmL H 2 0 et on a purifie 1 sur colonne preparative (Merck Lichrospher 
RP18E, 12u, lOOA, 300x7.5). 

On a concentre les fractions au rotavapor puis on les a coevaporees 4 fois par 
H 2 0 avant lyophilisation dans un eppendorf. On a obtenu 15 DO (unites d'absorbance a 

260 nm) de produit pur. . 

La purete du produit a ete verifiee par analyse HPLC efFectuee sur une colonne 
Waters Deltapak C 18 5u 300A (3,9x150 mm). La figure 1 donne le chromatogramme 
obtenu a 260 nm. 



Spectrometrie de masse (MALDI-TOF), Voyager DE (Perseptive Biosystem) : 
masse theorique m/z : 7352.9 , masse observee m/z : 7338.3. 
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REVENDICATIONS 
1. Metallocene bifonctionnalise de formule generate (I) : 
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dans laquelle 

- Me represente un metal de transition, de preference choisi parmi Fe, Ru et Os, 

- Y et Z, identiques, sont choisis parmi -(CH 2 ) n -0-, <CH 2 )-0-[(CH 2 ) 2 -0] p - et -(CH 2 ) q - 
COm-(CH 2 ) r -0-, pu bien 

10 - Y est -(CH 2 ) S -NH- et Z est -(CH 2 ) t -C0CK 

- n est un nombre entier compris entre 3 et 6, 

- p est un nombre entier compris entre 1 et 4, {- 

- q est un nombre entier compris entre 0 et 2 ■ 

- r est un nombre entier compris entre 0 et 2, 
15 - s est un nombre entier compris entre 2 et 5, 

- 1 est un nombre entier cpmpris entre 3 et 6, 

- R et R' representent des atomes d'hydrogene ou sont des groupements protecteurs 
utilises dans la synthese des oligonucleotides et des peptides et sont tels que definis ci- 
aprSs : 

20 (i) lorsque Z et Y sont choisis parmi -(CH 2 ) n -0-, -(CH 2 )-0-[(CH 2 ) 2 -O] p - et 

<CH 2 ) q -CONH-(CH 2 ) r -0-, R est un groupement susceptible de laisser un groupement 
hydroxyle libre apres deprotectton, de preference un groupement photolabile, le 
monom6thoxytrityle, le dirnethoxytrityle, le tert-butyldim&hylsilyle, Facetyle ou le 
trifluoroacetyle, et R' est un groupement phosphore susceptible de reagir avec un 

25 groupement hydroxyle libre, de preference un groupement phosphodiester, 
phosphoramidite ou H-phosphonate et 
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(ii) lorsque Y est -(CH 2 ) S -NH- et Z est -(CH 2 ) r COO-, R represente un 
groupement protecteur des amines, de preference le 9-fluorenyloxycarbonyle, le tert- 
butoxycarbonyle ou le benzyloxycarbonyle, et R' represente un atome d'hydrogene. 

5 2. Metallocene selon la revendication 1, caracterise en ce que Me est le fer. 

3. Metallocene selon l'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que Y et 
Z sont choisis parmi -(CH 2 ) n -0-, -(CH 2 )-0-[(CH 2 ) 2 -0] P - et -(CH 2 VCONH-(CH 2 ) r -0-. 

10 4. Metallocene selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que Y et Z 

sont chacun -(CH 2 )„-0-, n etant egal a 3. 

5. Metallocene selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que Y et Z 
sont chacun -(CH 2 )-0-[(CH 2 ) 2 -0] P -, p etant egal a 2. 

15 

6. Metallocene selon l'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que Y est 
-(CH 2 ) S -NH-, Z est -(CH 2 ) r COO-. 

7. Metallocene selon la revendication 6, caracterise en ce que s est egal a 3 et t 
20 est egal a 4. 

S.Procede de preparation d'un metallocene de formule (I) selon l'une 
quelconque des revendications 3 a 5, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

25 - une etape de protection d'un des groupements hydroxyle d'un compose de 

formule generale (If) : 
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V — OH 



Me 

-OH 




dans laquelle Y' et Z\ identiques, sont choisis parmi -(CH 2 ) n -, 
-(CH 2 )-0-[(CH 2 ) 2 -0] p .,-(CH 2 ) 2 - et <CH 2 ) q -CONH-(CH 2 >, n, p, q et r etant tels que 
definis dans les revendications precedentes, 
5 par fixation d'un groupement susceptible de laisser un groupement hydroxyle libre apres 
deprotection, de preference choisi parmi un groupement photolabile, le 
monomethoxytrityle, le dimethoxytrityle, le fert-butyldimethylsilyle, l'acetyle et le 
trifluoroac6tyle, et 

- une etape de condensation, sur l'autre groupement hydroxyle laisse libre, 
10 d'un groupement phosphore susceptible de reagir avec un groupement hydroxyle libre, 
de preference choisi parmi les 1 groupements phosphodiester, phosphoramidite et H- 
phosphonate. 

9. Precede de preparation d'un metallocene de formule (I) selon Tune des 
15 revendications 6 ou 7, caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- une etape de protection du groupement NH 2 d'un compose de formule generale 

(m): 

X'— NH 2 




(m) 



20 dans laquelle 

- Me est tel que defini precedemment, 
-Y" est -(CH 2 ) S - et 

- Z" est -(CH 2 ) r , 
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- s ett etant tels que definis precedemment, 

par fixation d'un groupement susceptible de laisser une fonction amine libre apres 
^protection, de preference choisi parini le 9-fluorenyloxycarbonyle, le tert- 
butoxycarbonyle et le benzyloxycarbonyle. 

10. Bis(hydroxy)metallocene de formule generate (II) : 

— OH 




Me 

-OH 




10 danslaquelle 

- Me est un metal de transition, de preference choisi parmi Fe, Ru et Os, 

- Y' et Z% identiques, sont choisis parmi -(CH 2 )„-, -(CHaVO-tCC^z-Olp-i-^V et - 
(CH 2 ) q ^CONH-(CH 2 ) r -, 

- n est un nombre entier compris entre 3 et 6, 
15 - p est un nombre entier compris entre 1 et 3, 

- q est un nombre entier compris entre 0 et 2 et 

- r est un nombre entier compris entre 0 et 2, 

11. Bis(hydroxy)metallocene selon la revendication 10, caracterise en ce que Me 
20 est le fer. 

12. Bis(hydroxy)metallocene selon Tune des revendications 10 ou 11, caracterise 
en ce que Y 7 et Z' sont chacun -(CH 2 )„-, n etant egal a 3. 
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13. Bis(hydroxy)metallocene selon l'une des revendications 10 ou 11, caracterise 
en ce que Y* et Z' sont chacun -(C^-O-KC^a-Olp-x-CCH^-, p etant egal a 1. 
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14. Procede de marquage d'un oligonucleotide par un metallocene 
bifonctionnalis^ de formule (I) selon Tune quelconque des revendications 3 i 5, 
caracterise en ce qu'il comprend la substitution d'un ou piusieurs synthons de 
nucleotides par un ou piusieurs desdits metallocenes de formule (I) dans laquelle R et 

5 R' sont des groupements protecteurs utilises dans la synthase des oligonucleotides, dans 
le cycle de synthese dudit oligonucleotide. 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que la substitution est 
effectuee en positions 3' ou 5' en remplacement du ou des premiers ou derniers 

10 nucleotides, respectivement. 

16. Procede de marquage d'un peptide par un metallocene bifonctionnalise de 
formule (I) selon Tune des revendications 6 ou 7, caracterise en ce qu'il comprend la 
substitution d'un ou piusieurs synthons d'acides amines par un ou piusieurs desdits 

15 m6tallocenes de formule (I) dans laquelle R represente un groupement protebteur des 
amines et R* represente un atome d'hydrogene, dans le cycle de synthese dudit peptide. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que la substitution est 
effectuee aux extremites C-terminale ou N-terminale en remplacement des premiers ou 

20 derniers acides amines, respectivement. 

18. Procede selon Tune quelconque des revendications 14 a 17, caracterise en ce 
qu'au moins deux substitutions consecutives sont effectuees, 

25 19. Oligonucleotides marques caracteris£s en ce qu'ils sont susceptibles d'etre 

obtenus par le procede de marquage selon Tune des revendications 14 ou 15. 

20. Oligonucleotides marques caracterises en ce qu'au moins Tun des 
nucl6osides le constituant est substitue par un bis(hydroxy)metallocene de formule 
30 generaleQX). 



. 
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14. Precede de marquage d'un oligonucleotide par un metallocene 
bifonctionnali$6 de formule (I) selon Pune quelconque des revendications 3 a 5, 
caracterise en ce qu'il comprend la substitution d'un ou plusieurs synthons de 

5 nucleotides par un ou plusieurs desdits metalloc&ies de formule (I) dans laquelle R et 
R 1 sont des groupemerits protecteurs utilises dans la synthase des oligonucleotides, dans 
le cycle de synthese dudit oligonucleotide, 

15. ProcSde selon la revendication 14, caracterise en ce que la substitution est 
10 effectuee en positions 3' ou 5' en remplacement du ou des premiers ou derniers 

nucleotides, respectivemem. 

16. Procede dc marquage d'un peptide par un metailocene bifonctionnalise de 
formule (I) selon Tune des revendications 6 ou 7, oaract6ris6 en ce qu'il comprend la 

15 substitution d'un ou plusieurs synthons d'acides amines par un ou plusieurs desdits 
metallockies de fonnxtle (I) dans laquelle R repr6sente un groupement protecteur des 
amines" et R' represents un atoms d'hydrogene, dans le cycle de synthase dudit peptide. 

17. Proc6de selon la revendication 16, caract6ris6 en ce que la substitution est 
20 effectuee aux extmnites (^terminate ou N-terrninale en remplacement des premiers ou 

derniers acides amines, respectivement 

18* Procede selon Tune quelconque des revendi cations 14 a 17, caracterise en ce 
qu'au moins deux substitutions consecutives sont effectuSes, 

25 

19. Oligonucleotides marques caracterises en ce qu'ils sont susceptibles d'etre 
obtenus par le procede de marquage selon Tune des revendications 14 ou 15. 

20. Oligonucleotides marques caractSrisds en ce qu*au moins Tun des 
30 nucleosides le constituant est subsdtnA par un bis(hydroxy)metallocene de formule 

generate (II) selon Tune des revendicatioti9 10 i 13. 



r 
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21. Oligonucleotides marques selon Tune des revendications 19 ou 20, 
caracterises en ce qu'ils component au moins bis(hydroxy)metallocene de formule 
generate (II) en position 3" ou 5\ 

22. Peptides marques caracterises en ce qu'ils sont susceptibles d'Stre obtenus 
par le precede selon Tune quelconque des revendications 16 a 1 8. 

23. Peptides marques caracterises en ce que au moins Tun des peptides les 
constituant est substituS par un metallocene bifonctionnalise de formule (Til). 

24. Peptides selon 1'une des revendications 22 ou 23, caracterises en ce qu'ils 
component au moins un metallocene bifonctionnalise de formule (III) aux extremites C- 
terminale ou N-terminale. " ' 

25. Support de synthese d'oligonucleotides, caracterise en ce que au moins un; 
metallocene de formule (I) est greffe sur ledit support par reaction covalente de 1'une - 
des ses extremites fonctionnalisees. 
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2l.OHgouucleotides marques selon 1'une des revendications 19 ou 20, 
caract^rises en ce qu'ils comportent au moms bisChydxoxy^tallocfene de formule 
generate (II) en position 3' ou 5*. 

22. Peptides marques caracterises en ce qu'ils sont susceptible* d'etre obtenus 
par le procede selon Vuue quelconque des revendications 16 a 18. 

23. Peptides marques caracterises en ce que au moins I'un des peptides les 
consutuanc est substitue par un metallocene bifonctionnatise de formule (110 tel que 
defini dans la revendication 9. 

24. Peptides selon l'me des revendications 22 ou 23, caracterises en ce qu'ils 
comportent au moins un metallocene bifoncnonnalise de formule fllX) aux extremites 
C-tenninale ou N-terrninale. 

•25. Support de synthese d" oligonucleotides, caracterise en ce que au moins un 
metallocene de formule (I) selon 1'une des revendications 1 a 7 est greffe sur ledit 
support par reaction covalente de 1' une des ses extremites foncttonnalisees. 
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